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脊椎動物の組織は細胞が規則正しく並ぶことによって形成されている。その組織構築には細胞間接着
タンパク質が関与している。この細胞間接着に重要な分子がカドヘリンで、Ca2+依存性の細胞接着タン
パク質であり、多細胞体の構築に不可欠な分子である。カドヘリンはスーパーファミリーを形成してお
り、多種のカドヘリンが同定されている。中でもプロトカドヘリンは最も大きなサブファミリーを形成
する分子であり、主に神経系において発現するため、脳神経系の形態形成やシナプス形成などへの関与
が示唆される。しかし、神経組織形成に果たすとされる個々のプロトカドヘリンの機能はほとんど解明
されていない。当研究室で以前アフリカツメガエルを用いた Pcdh9の解析が行われ、Pcdh9は網膜層構
造形成、維持などに関与することが示唆されたが、詳細な生理機能や作用機構は未解明である。本研究
では、モデル生物であるゼブラフィッシュを用いて、Pcdh9 のノックアウトを行うことで機能解析する
必要があると考え、本研究では、この前段階としてゼブラフィッシュを用いて Pcdh9 の機能解析を行っ
た。RT-PCRにより発現時期解析を行ったところ、受精 19時間後から発現が確認され、その後増加した。
次に、whole mount in situ hybridizationを行った結果、網膜層構造が形成され始める受精 48時間以降
では網膜の一部の層にもシグナルが検出された。Pcdh9 のより詳細な局在を双極細胞のマーカーである
PKCα (Protein Kinase Cα) を用いて検討した結果、内網状層や外網状層に局在し、PKCαと共局在して
いた。さらに、zPcdh9-MOを顕微注入し翻訳阻害を行ったところ、眼の形成が異常になった胚を得るこ
とができ、切片化し観察した結果、網膜層構造が異常になっていることが観察された。視細胞外節や神
経突起が正常に分化しているか調べるため、各分化マーカーを用いて免疫蛍光染色した結果、分化は正
常にできていたが、局在に異常が見られた。Pcdh9 の相互作用タンパク質を調べるため、Pcdh9 の細胞
内ドメインを強制発現させた U251 細胞を用いた免疫沈降を行ったところ、相互作用タンパク質の存在
が示唆された。δ プロトカドヘリンである Pcdh19 と N-カドヘリンはヘテロダイマーを形成し、接着活
性を増すことが報告されている。Pcdh9 も N-カドヘリンと協調し、機能しているか調べるため、まず
N-カドヘリンを元来発現している U251 細胞に Pcdh9 を強制発現させた細胞及び抗 HA 抗体、抗 N-カ
ドヘリン抗体を用いて免疫沈降を行った結果、N-カドヘリン、Pcdh9 の位置にそれぞれバンドが検出さ
れ、N-カドヘリンと Pcdh9は相互作用している可能性があることが分かった。さらに免疫蛍光染色によ
り Pcdh9 と N-カドヘリンの局在を観察した結果、細胞間での共局在が見られた。さらに Pcdh9 が神経
突起伸長の際には突起上に局在しているのか調べるため、同様に免疫蛍光染色を行った結果、Pcdh9 及
び N-カドヘリンは共に、神経突起伸長時では突起の先端部に共局在していた。これらの結果より、Pcdh9
は N-カドヘリンや他のタンパク質と相互作用して働くことで、神経突起ガイダンスに必要な足場の接着
やシナプス間の認識・結合に関与している可能性が示された。従って、Pcdh9 は神経突起ガイダンスで
働くことにより、網膜層構造の形成や維持に関与している可能性が示唆された。 
